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KIRE ES ELZ’ 刘 晓 “” 李 素 霞 “ 
(1. 华东 理工 大 学 生物 反应 器 工程 重点 实验 室 ， 上 海 200237; 
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摘要 目的 : 研究 R122 位 点 突变 重组 猪 胰 蛋白 酶 ， 与 野生 型 酶 相 比较 ， 该 位 点 对 重组 
URE GM (RPT) 性 质 的 影响 。 方 法 : VP REA GS115 作为 表达 往 主 ， 对 RPT、 突 变 体 
mRPT (R122H) 和 mRPT (R122H/R73G/R130T) 进行 表达 及 纯化 。 并 对 其 性 质 和 稳定 进行 对 比 研 
究 。 结 果 : 重组 胰 蛋 和 白 酶 及 其 突变 体 在 毕 示 酵母 中 均 获 得 了 高 效 表 达 。 相 对 于 RPT， 突 变 体 
mRPT (R122H) 和 mRPT (R122H/R73G/R130T) 在 以 N- 葵 甲 酰 -L- 精 气 酸 乙 酯 (BAEE) 为 底 物 时 ， 
具有 更 强 底 物 结合 力 ， 三 者 的 米 氏 常数 分 别 为 18.8hWM， 8.5 hM 和 11.0 uM; 两 突变 体 
耐 高 温 耐 碱 能 力 增强 ; 在 Ca" 存在 及 去 除 的 条 件 下 , 突变 体 具 有 更 强 的 抗 自 降解 能 力 。 结 论 : 
可 以 利用 毕 赤 酵母 高 效 表达 重组 胰 蛋 白 酶 及 其 突变 体 。mRPT (R122H) 和 
mRPT (R122H/R73G/R130T) 相对 于 野生 型 RRT， 对 高 pH 条 件 和 高 温 的 耐 受 性 增强 ， 该 稳定 性 


的 提高 主要 归 因 于 R122 位 点 的 突变 。 


Xt: 重组 猪 胰 有 蛋白酶 ; 毕 赤 酵母 ; 突变 体 ; mRPT (R122H) ; mRPT(R122H/R73G/R1307) ; 
性 质 ; 稳定 性 
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Abstract Objective: Study the effect of R122 residue mutation on the stability of 
recombinant porcine trypsin (RPT). Methods: RPT,mutants mRPT(R122H) and 
mRPT(R122H/R73G/R130) were expressed in Pichia pastoris GS115 and further purified. The 
properties and stabilities of RPT and two mutants was investigated and compared. Results: RPT 
and its mutants were highly expressed in Pichia pastoris. Relative to RPT, mutant mRPT (R122H) 
and mRPT (R122H/R73G/R130T) showed higher affinity to substrate BAEE, The Km values 
were 18.8uM, 8.4uM and 10.5uM, respectively. Increased stability of mutants to high 
temperature and alkali were observed. And higher resistance against autolysis were got in the 
presence and without Ca?*. Conclusion: Pichia pastoris can be used to efficiently express RPT and 
its mutants.Increased stability under alkaline condition and higher thermal stability and higher 
anti-self-digestion were got in mutant mRPT (R122H) and mRPT (RI22H/R73G/R130T) 
compared to wild-type RPT, which contribute to the site mutation at the R122. 
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PS 


前 言 


胰 和 蛋白 酶 (EC 3.4.21.4) 作为 丝氨酸 蛋白 酶 ， 是 一 种 非常 重要 的 蛋白 质 消化 
酶 ， 广 泛 运用 于 皮革 处 理 、 食 品 加 工 、 医 药 、 临 床 诊断 等 领域 中， 现在 ， 胰 蛋白 
酶 主要 是 从 动物 胰 液 中 提取 ， 而 这 种 传统 提取 生产 工艺 生产 的 产品 具有 携带 病 
原 体 或 病毒 污染 的 可 能 ， 限 制 了 胰 蛋 白 酶 在 制药 行业 运用 23]。 同 时 提取 产品 中 
往往 含有 其 他 蛋白 酶 , 并 且 野 生 型 胰 蛋 白 酶 本 身 易 发 生 自 降解 外 , 例如 在 蛋白 组 
学 分 析 中 ， 先 用 胰 和 蛋白 酶 消化 目的 蛋白 降解 成 小 肽 段 ， 然 后 由 质谱 进行 肽 段 分 
析 ， 在 酶 消化 过 程 中 ， 发 现 由 于 溶液 环境 等 的 影响 ， 往 往 导 致 胰 和 蛋白 酶 发 生变 
性 、 失 活 和 自 降 解 ， 这 种 现象 影响 了 胰 和 蛋白 酶 的 运用 喇 。 重 组 胰 和 蛋白 酶 的 研究 和 
应 用 是 解决 以 上 问题 的 重要 方法 。 
重组 胰 和 蛋白酶 原 在 大 肠 杆 菌 和 毕 认 酵母 表达 体系 中 均 有 得 到 成 功 的 报道 

5657。 胰 和 蛋白 酶 能 专 一 性 识别 水 解 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 羧基 端 肽 键 ,导致 胰 蛋 白 易 能 发 
生 自身 识别 切割 而 降解 ， 不 同 来 源 的 胰 和 蛋白 酶 自 降 解 位 点 有 所 差异 轩 。 近 年 来 ， 
对 于 胰 蛋 白 酶 的 自 降解 和 突变 的 研究 有 一 些 研究 报道 。 如 : 牛 胰 蛋白 酶 的 8B - 胰 
蛋白 酶 易 在 RI22-VI23. K148-S149 和 K 162-A163 之 间 的 肽 键 发 生 水 解 导 致 
产生 3 种 同 工 型 a - 胰 和 蛋白酶 , 这 些 水 解 位 点 对 胰 蛋 白 酶 的 活性 造成 不 同 程度 的 
影响 外 。 人 胰 蛋 白 酶 和 牛 胰 和 蛋白酶 的 氨基 酸 序列 具有 高 度 的 相似 性 ， 人 体内 胰 蛋 
白 酶 在 R122 位 突变 成 H122 是 遗传 性 胰腺 炎 的 主要 原因 [20。 通 过 将 人 胰 和 蛋白 
酶 的 该 位 点 R 突变 成 L， 不仅 显著 性 提高 了 胰 蛋 白 酶 的 稳定 性 、 抗 自 降解 能 
同时 也 增强 了 胰 和 蛋白酶 对 底 物 BAEE 的 亲和力 [9。 在 鼠 胰 和 蛋白酶 K66、R122 位 
点 引入 N， 使 得 胰 蛋 白 酶 的 自 降解 活性 得 到 极 大 的 抑制 ， 突 变 未 影响 鼠 胰 蛋白 
酶 的 催化 效率 [3]。 

本 研究 主要 以 猪 胰 和 蛋白 酶 为 研究 对 象 ， 通 过 三 维 结构 模拟 猪 胰 蛋白 酶 结构 
(图 1) 。 发 现 位 点 R73, R122, R130 处 于 胰 蛋 白 酶 的 分 子 表面 ， 推 测 为 胰 蛋 
白 酶 自身 识别 而 发 生 降解 的 位 点 。 这 一 推测 已 由 猪 胰 蛋白 酶 的 自 降 解 肽 段 分 析 
实验 得 以 证 明 (本文 未 列 出 ) 。 因 此 ， 本 文 构建 了 野生 型 RPT 及 突变 体 
mRPT(R122H) 和 mRPT(R122H/R73G/R130T)， 通 过 对 其 催化 动力 学 和 稳定 性 的 
对 比 ， 以 期 得 到 提高 重组 猪 胰 和 蛋白 酶 抗 自 降解 能 力 的 突变 体 。 
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图 1 猪 胰 蛋 白 酶 三 维 结构 模型 模拟 。 


PT 的 3D 表面 结构 模拟 〈 图 左 ) ， 红 色 标 记 位 点 为 突变 位 点 (R73,R122,R130) 。PT 和 RT 三 维 卡通 模型 比较 BHE), YE 


标记 位 点 为 突变 位 点 (R73,R122,R130) 。 PT 和 RT 的 3D 结构 来 源 Protein Data BanK, 3D 结构 模拟 由 PyMol Version 0.99 完成 。 
Fig 1 Three dimentional structure of porcine trypsin. 
3D surface structure model of trypsin (left),and the mutation sites (R73,R122,R130) are marked as red.PT and RT 3D cartoon model 
comparison(right), and the mutation sites (R73,R122,R130) of RPT are marked as black.The 3D structure of trypsin was obtained from 


the Protein Data Bank (PDB) and The 3D structure of trypsin was obtained using PyMol Version 0.99. 


1 材料 与 方法 


1.1 质粒 、 菌 株 与 试剂 


pPIC-9K 质粒 和 毕 赤 酵母 GS115 菌株 由 实验 室 保存 ;基因 合成 及 测序 由 上 
海 捷 瑞 生物 技术 有 限 责 任 公司 完成 ， 胰 和 蛋白 肪 (Tryptone) 和 酵母 提取 物 (Yeast 
extract) 为 OXIOD 公司 产品 ， BAEE， 购 自 Sigma 公司 ; 其 它 试剂 均 为 国产 分 
析 纯 。 


1.2 仪器 


紫外 分 光 光 度 计 北 京 普 析 通 用 仪器 有 限 责任 公司 ) ， 安 捷 伦 液 相 分 析 仪 
1260〔 安 捷 伦 科技 有 限 公 司 ) ，C18(5 um,4.6x250 mm,200 A) (Sepax bio)， 精 密 
pH fX: CFE20 梅 特 勒 - 托 利 多 仪器 公司 ) ，10L ANE (上海 全 中 生物 工程 设备 
有 限 公司 ) 。 


1.3 重组 质粒 的 构建 


猪 胰 蛋 白 酶 原 基因 全 长 序列 (Uniprot:P00761) 按照 毕 赤 酵母 密码 子 优化 合 


成 ， 通 过 EcoRI. Not 工 酶 切 位 点 插入 到 pPIC-9K 质粒 上 。R122H 和 
R122H/R73G/R130G 两 突变 体 通 过 定点 突变 技术 构建 ， 与 野生 型 相同 酶 切 位 点 
插入 到 pPIC-9K 质粒 上 。 野 生 型 和 突变 体 基 因 序 列 经 PCR 和 测序 鉴定 。 引 物 设 
ir: 

含有 EcoR 工 酶 切 位 点 的 正 向 引物 ; 
5'-CCGGAATTCGATGATGATGATAAGATTGTTGG-3' 

BRA Not 1 酶 切 位 点 的 反 向 引物 : 
5’-ATAGTTTAGCGGCCGCTTAACAGTTAGCAGCAATAG-3’。 


1.4 表达 菌株 的 构建 


重组 质粒 由 Sac 7 酶 切线 性 化 ， 切 胶 回收 纯化 后 ， 电 转 转化 到 毕 赤 酵母 

GS115 中 ，G418 抗 性 筛选 得 到 高 拷贝 重组 胰 和 蛋白酶 表达 菌株 。 取 -80 CIRIE 
株 涂 板 至 YPD (1 %% 酵 母 提取 物 ，2 % ARK, 2 % 葡 萄 糖 ) 培养 基 上 活化 ， 
挑 取 单 菌落 转 接 至 100 mL BMGY (1 %% 酵 母 提取 物 , 2 % EHR, 1.34 %YNB， 
100 mM REFERIR pH 6.0, 1 % 甘 油 ) 培 养 基 , Æ 30 C 250 rpm 条 件 下 培养 
24h， 离 心 收集 菌 体 ， 重 其 于 100mLBMMY(1 %% 酵 母 提 取 物 ，2 9648 Es, 
1.34 %YNB, 100 mM 磷酸 钾 缓冲 液 pH 5.0 ,0.5 % 甲 醇 ) 培 养 基 中 ,在 30 C 250 
rpm 条 件 下 ， 诱 导 72h， 每 24h 添加 0.5 % 甲 醇 诱导 胰 和 蛋白 酶 表达 。 取 培养 液 ， 
电泳 鉴定 表达 情况 。 


1.5 10 L 发 酵 镀 分 批 补 料 发 酵 


取 -80 人 保存 菌株 划 板 至 YPD 平板 (1 %% 酵 母 提取 物 ，2 “RAK, 2 96708] 
JW, 1.5 % 琼 脂粉 )。 挑 取 单 菌落 接种 至 100 mL YPD 培养 基 中 ,在 30 'C 250 rpm 
条 件 下 培养 24 h， 接 种 至 含 6L 基础 培养 其 (85 % HPO, 26. 7 ml/L，CaS0, 0. 93 
g/L, K,S0, 18.2 g/L, MgSO, * 7H,0 14.9 g/L, KOH 4.13 g/L, HW 40 g/L) 的 


10 L AERE, 加 入 PTMI 4 mI/LCPTM 1:CuSO, * 7H,0 6 g/L, KI 0. 08 g/L, MnSO, * H,0 


3 g/L, Na,Mo0, * 2H,0 0. 2 g/L, HBO; 0. 02 g/L, ZnSO, * 7H,0 20 g/L, FeSO, * 7H,0 
65 g/L, CoCl,* 6H,0 0.5 g/L, Biotin 0.2 g/L, H,S0, 5 ml/L) , pH 通过 氨水 
控制 在 5. 5 左右， 发酵 温 度 维持 30°C, WA (DO) 维持 在 20 % 到 30 % 之 间 。 当 
培养 基 中 的 甘油 耗 尽 , DO 上 升 至 50 % 以 上 时 , 开始 补 加 甘油 (50% 甘油 , 12 mL/L 


PTM 1) 至 培养 至 菌 浓 OD 达到 250。 流 加 甲醇 诱导 表达 ， 直 至 发 酵 结 束 。 


1.6 纯化 


离心 收集 培养 基 上 清 ， 对 20 mM HAc-NaAc pH 4.5 缓冲 液 在 4C 透 析 。 透 
析 后 样品 上 用 同样 缓冲 液 平衡 好 的 CM-FF 阳离子 型 交换 柱 ，NaCl 梯度 纯化 ， 
SDS-PAGE 鉴定 收集 液 ， 根 据 电 泳 结 果 ， 收 集 目的 蛋白 样 液 ， 透 析 除 盐 ， 激 活 
获得 活性 胰 和 蛋白 酶 ,之 后 经 茶 甲 胀 柱 亲 和 纯化 ， 获 得 重组 胰 和 蛋白 酶 ，-20 CUF 
保存 。 


1.7 胰 和 蛋白 酶 活性 测定 


胰 和 蛋白 酶 的 活性 测定 以 N- 葵 甲 酰 -L- 精 氨 酸 乙 酯 CBAEEO 底 物 。 将 底 物 溶 
解 于 绥 冲 液 C100 mM 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 ( Tris-HCD R pH 7.6, 含 20 mM 
CaCl, 0.25 mM BAEE) ， 取 光 程 为 lem 的 带 盖 石 英 比 色 杯 ， 加 入 25°C 预 热 
过 的 3.0 mL 0.25 mM BAFE 底 物 溶液 , 在 253 nm 的 波长 处 ,立即 调 零 。 再 加 
入 适量 待 测 酶 液 , 立即 盖 上 盖 迅 速 混 勾 计 时 , 每 半分 钟 读数 一 次 , 共 读 3 一 4 min. 
30 s 吸收 度 的 改变 应 恒定 在 0.015 一 0.018 之 间 ， 呈 线性 关系 的 时 间 不 得 少 
于 3 min。 定 义 在 上 述 条 件 下 ， 底 物 吸 光 光 度 值 每 分 钟 人 A253 变化 0.003 所 需 反 
应 的 酶 量 为 一 个 USP 酶 活性 单位 ， 计 算 公 式 有 CD : 


E N Hy = ^ Aoss/min X ERE 
中 蛋白酶 活力 单位 CUSP/mL ) 0:003 GEA TIGER 稀释 倍数 (1) 


ao 


1.8 重组 胰 蛋 白 酶 及 其 突变 体 的 酶 学 性 质 
1.8.1 酶 促 反 应 动力 学 测定 


配置 0.015~0.3 mM 不 同 浓 度 的 BAEE 测 活 底 物 。 在 最 适 条 件 下 ， 加 入 适量 
的 酶 液 进行 测 活 ， 以 [IS] 为 横 坐 标 ，1/V 为 纵 坐 标 ， 通 过 双 倒 数 法 作 图 求 得 Km 
值 和 Vmax. 


1.8.2 最 适 pH 测定 


配置 pH 3.0 至 pH 11.0 缓冲 液体 系 ，pH 3.0-5.0 为 NaAc-HAc Ryp, pH 


6.0-8.0 为 Tris-HCl 缓冲 液 ，pH 9.0-11.0 为 Gly-NaOH 缓冲 液 。 以 上 述 缓冲 液 分 
别 配置 0.25 mM 的 BAEE 底 物 ， 取 适量 的 酶 液 ， 在 标准 条 件 下 ， 测 定 胰 蛋 白 酶 
酶 活 ， 以 最 高 酶 活 计 为 100%。 


1.8.3 pH 稳定 性 


取 RPT 和 两 突变 体 纯 酶 液 分 别 溶解 至 如 上 配置 的 pH 3.0 至 pH 11.0 缓冲 液 
中 ， 稀 释 成 终 浓度 为 0.5 mg/mL, T 25'C 水 浴 条 件 下 温 育 4h， 以 温 育 前 0h 酶 
液 的 初始 酶 活活 力 为 100 % 计 算 酶 活性 残余 率 。 


1.8.4 最 适 温度 测定 


将 底 物 BAEE 分 别 放置 23 C60 CKA 30 min， 取 适量 酶 加 入 反应 
体系 测定 胰 和 蛋白 酶 活性 ， 结 果 表 示 为 0Dzs; 随时 间 的 变化 曲线 。 


1.8.5 温度 稳定 性 测定 


取 RPT 和 两 突变 体 酶 液 稀释 至 0.5 mg/ml, BF 4 C-60 CK SUB. 4 
别 在 温 育 2h、4h、8h、12h、16h 取样 ， 按 标准 方法 测 活 ， 以 温 育 前 0 h 酶 液 
的 初始 酶 活活 力 为 100 % 计 算 酶 活性 残余 率 。 


1.8.6 Ca** 对 重组 胰 蛋 白 酶 及 其 突变 体 的 稳定 性 影响 分 析 


取 RPT 和 两 突变 体 稀释 至 浓度 0.5 mg/mL， 分 别 溶解 到 含 1 mM EDTA 或 
25 mM Ca 的 Tris-HCl pH 8.0 的 缓冲 液 中 ， 于 25 'C 水 浴 条 件 温 育 ， 不 同时 间 
点 取样 ， 按 标准 方法 测 活 。 以 温 育 前 0 h 酶 液 的 初始 酶 活活 力 为 100 %， 计 算 酶 
活性 残余 率 。 


1.9 RP-HPLC 分 析 RPT 及 其 突变 体 稳 定性 


取 RPT 及 其 两 突变 体 分 别 溶解 至 含有 1 mM EDTA 的 100 mM Tris-HCl pH 
8.0 缓冲 液 中 ， 和 蛋白 样 液 终 浓度 为 0.5 mg/mL。 在 25 的 水 浴 中 温 育 lh， 过 渡 
Ja, WET RP-HPLC 分 析 ， 检 测 方法 根据 USP 分 析 方 法 。 以 Oh 的 蛋白 样 液 为 对 
照 组 。 
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色谱 条 件 ; 采用 C18 色谱 柱 CEF-CI8 (H) 4.6X250 mm, 3 um220 Å) , 
流动 相 A 为 0.1 % 磷 酸 水 溶液 , 流动 相 B 为 含 0.1 AAR AJE. ALR 1.0 mL/min, 
检测 波长 280 nm, Hà 40 'C 。 梯 度 洗 脱 (0~25 min，A 75 %~55 %; 25-30 min, 
A 55 %~10 %; 30~34 min, A 10 %; 34-35 min, A10 %~75 %; 35-45 min, A 75 %) 


2 实验 结果 


2.1 重组 毕 赤 酵母 的 构建 及 表达 鉴定 


含 野 生 型 及 其 两 突变 体 猪 胰 和 蛋白 酶 原 基 因 的 重组 质粒 由 Sac 7 酶 切线 性 化 ， 
经 0.8 % 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 结果 见 图 2， 切 胶 回 收 纯化 后 ， 电 转 转 到 毕 亦 酵母 


GS115 中 ， 甲 醇 诱 导 表 达 ， 离 心 收集 增 养 基 上 清 ，15 % SDS-PAGE 鉴定 结果 见 
图 3a。RPT 和 两 突变 体 表 达 均 以 酶 原形 式 分 泌 表 达 至 培养 外 液 当 中 ， 三 者 的 表 
观 分 子 量 约 为 20.1 KDa， 表 明 均 正确 表达 。 


bp 


2 重组 质粒 的 线性 化 
Fig 2 Electrophoresis of traget fragment identified by PCR 
M:DNA mark; 1 Negative control(pPIC-9K-RPT); 2 pPIC-9K-RPT linearized by Sac / ; 3 pPIC-9K-mRPT(R122H) linearized 


by Sac Í; 4 pPIC-9K-RPT linearized by Sac J 


1 2. d M KDa 
NN 243 


= 29.0 


> . ø 201 
w 143 
3 重组 猪 胰 蛋 白 酶 原 及 其 突变 体 诱导 表达 酶 原 
Fig.3 SDS-PAGE analysis of expression of recombinant RPT and mutants and the activation 
of the recombinant trypsinogen 


M:Protein marker; 1: recombinant porcine trypsinogen; 2 and 3, mutants mRPT(R122H) and mRPT(R122H/R73G/R130T) 
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2.2 重组 猪 胰 蛋 白 酶 及 其 突变 体 的 制备 


2.2.1 mRPT(R122H) 突 变 体 高 密度 发 酵 
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4 mRPT (R122H) 10 L 发 酵 过 程 记 录 、 生 长 曲线 和 SDS-PAGE 表达 鉴定 
Fig. 4 The records of fermentation and the SDS-PAGE analysis of the expression of 
mRPT (R122H) 

(a) Time course profile of mRPT(R122H) in an 10 L fermenter; (b) The trend chart of ODsoo during the fermenter; (c) The 
SDS-PAGE analysis of the express of mRPT(RI22H) M: Protein mark; 1~7: Samples were induced 12, 16.5, 24, 28.7. 33. 37.5. 
48h respectively 

为 了 实现 重组 表达 菌株 GS115-mRPT(R122H) A AIA, 采用 分 批 补 料 发 
FEE. 整个 高 密度 发 酵 过程 的 调控 主要 控制 溶 氧 (dissolved oxygen,DO ) 值 的 变化 ， 
尤其 在 诱导 阶段 ， 甲 醇 流 加 速率 的 增加 ，DO 值 会 快速 下 降 ， 甲 醇 流 加 速率 的 降 
低 ，DO 值 会 迅速 上 升 。 而 甲醇 作为 诱导 剂 的 同时 ， 甲醇 及 其 代谢 产物 对 表达 宿 
主 具 有 毒害 作用 [多 ， 因 此 甲醇 的 流 加 速率 是 整个 发 酵 调控 的 关键 因素 ， 整 个 发 
酵 的 过 程 参数 记录 见 图 4a。 在 甲醇 诱导 阶段 ， 分 别 取 不 同 诱导 时 间 的 发 酵 液 ， 
离心 收集 上 清 ,， SDS-PAGE 分 析 结 果 见 图 4c, 目的 条 带 表 观 分 子 量 为 20.1 KDa, 
与 摇 瓶 发 酵 相 同 。 在 诱导 表达 12h 后 ， 目 的 蛋白 表达 量 较 低 ， 但 随 着 菌 体 对 甲 
醇 的 适应 ， 菌 体 生 长 速率 加 快 (图 40) ， 目 的 蛋白 表达 量 逐 渐 增 加 (图 4c)， 
在 诱导 48h 后， 目的 蛋白 的 浓度 达到 200 mg/L. 
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2.2.2 mRPT 《R122H) 的 纯化 


收集 发 酵 液 上 清 ， 对 20 mM HAc-NaAC pH 4.5 透析 ， 用 CM-FF 离子 交换 
层 析 纯化 ，SDS-PAGE 电泳 结果 显示 在 20.1 KDa 处 得 到 较 纯 的 目的 蛋白 ( 见 图 
5a)， 收 集 目的 蛋白 , 激活 得 到 活性 mRPT(R122H), 并 对 激活 后 的 mRPT(RI2H) 
进一步 用 茶 甲 腾 柱 进行 亲 和 纯 化 ， 纯 化 SDS-PAGE 电泳 分 析 结果 显示 ， 纯 化 后 
的 目的 条 带 均一 ( 见 图 Sb) ， 茶 甲 腾 柱 洗 脱 曲线 见 图 5c. 

同样 方法 获得 重组 胰 蛋 白 酶 RPT 和 突变 体 mRPT(R122H)、 
mRPT(R122H/R73G/R130T), 比 活 分 别 为 5203.3 USP/mg, 4469.1 USP/mg, 4962.9 
USP/mg. 
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5 mRPT (R122H) 的 纯化 
Fig. 5 The purification of mRPT (R122H) 
(a) The SDS-PAGE analysis of mRPT(R122H) by CM-FF chromatography 
1:The loading sample; M:Protein mark; 2:The flow out part; 3:Balance part; 4-14:Eluting parts; (b) The SDS-PAGE analysis of 


mRPT(R122H) by Hitrap benzamidine chromatography M:Protein mark; 1~6:Eluting parts (c) Elution curve 


2.3 重组 胰 蛋 白 酶 


及 其 突变 体 的 酶 促 反 应 动力 学 常数 
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6 RPT 和 突变 体 mRPT (R122H) 、mRPT (R122H/R73G/R130T) 的 Km 值 测定 
Fig. 6 Determination of Km of RPT and mutants 


表 1 重组 猪 胰 蛋白酶 及 两 突变 体 的 酶 促 动力 学 


Table 1 Kinetic Parameters of RPT and mutants mRPT (R122H) 、 


mRPT (R122H/R73G/R130T) 


Keat/Km(min™/p M!) 


Km(uM) Kcat(min'!) Vmax (umol/ (mL *min)) 
RPT 18.8 7027.3 
mRPT(R122H) 9.0 6492.9 
mRPT(R122H/R73G/R130T) 11.0 7008.5 


根据 Lineweaver-Burk 双 倒 数 法 作 图 ， 结 


果 见 图 


373.8 1712.3 
721.4 1318.4 
637.1 1423.1 


6， 酶 学 动力 学 参数 结果 见 


d 1。 对 底 物 BAEE 的 亲和力 ， 野 生 型 RPT 的 Km 值 为 18.8 uM, REW 

mRPT(RI22H), mRPT(RI22H/R73G/R130T)If] Km 值 分 别 为 9.0 uM 和 11.0 uM. 
突变 体 表 现 出 对 底 物 BAEE 更 强 的 亲和力 ,突变 前 后 的 催化 效率 (Kcat) 和 Vmax 
均 没 有 明显 差别 〈 见 表 1) ， 但 两 突变 体 的 Kcat/Km 值 均 显著 大 于 RPT。 从 酶 
学 参数 的 测定 结果 可 知 ， 突 变 提 高 了 对 底 物 的 亲和力 和 催化 效率 ， 其 中 突变 体 


mRPTGR122H) 表 现 出 的 催化 效率 最 高 ， 与 之 相 比 ，: 
而 降低 了 催化 效率 。 


兽 加 了 男 外 两 个 突变 位 点 反 


2.4 重组 胰 蛋 白 酶 及 其 突变 体 的 最 适 pH 和 pH 稳定 性 


40 
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7 RPT 和 突变 体 mRPT (R122H) 、 mRPT (R122H/R73G/R130T) 的 最 适 pH 和 pH 稳定 性 


Fig. 7 Optimal pH (a) and Effect of pH on the stability (b) of RPT and mutants 


以 BAEE 为 底 物 ， 测 定 RPT 和 其 突变 体 的 最 适 pH, RILE Ta, REM 
点 对 胰 和 蛋白 酶 的 最 适 pH 范围 没有 影响 ， 最 适 pH 均 在 pH 8.0-10.0， 相 对 于 胰 蛋 
白 酶 典型 的 两 个 最 适 pH 的 “M?” 型 曲线 ， 三 突变 表现 出 典型 的 钟 形 曲 线 ， 最 适 
pH 9.0。 

不 同 pH 条 件 下 的 稳定 性 〈 结 果 见 图 7b) ， 突 变 体 表 现 出 较 好 的 稳定 性 。 
在 pH 3.0~6.0 酸性 条 件 下 ， 突 变 前 后 的 稳定 性 无 明显 差 民 ， 酶 活 残 余 率 均 能 保 
持 在 80 % 以 上 。 随 着 pH 升 高 ， 三 者 酶 活 残余 率 均 呈现 明显 下 降 趋 势 ， 但 可 观 
察 到 突变 体 对 碱 的 耐 受 能 力 相 对 于 野生 型 RPT 有 明显 的 提高 。 在 强 碱 pH 11.0 
条 件 下 ，RPT 酶 活 残余 为 初始 酶 活 14 %， 突 变 体 mRPT (R122H) 和 突变 体 
mRPT(R122H/R73G/R130) 的 酶 活 残 余 率 分 别 达 到 80 %，55 %。 表 明 突 变 提高 
RPT 在 碱 性 条 件 的 耐 受 能 力 ， 其 中 突变 体 mRPT (R122H) 耐 碱 能 力 最 优 。 
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8 重组 猪 胰 蛋 白 酶 和 突变 体 mRPT (R122H) 、mRPT (R122H/R73G/R130T) 的 最 适 温度 


Fig. 8 Optimal temperature ofRPT (a) , mRPT (R122H) (b) and mRPT(R122H/R73G/R130T) (c) 


RPT 和 两 突变 体 的 最 适 温 度 结果 见 图 8， 野生 型 RPT 酶 活 大 小 随 着 温度 上 
升 而 增强 ， 但 在 37 ‘C 以 上 时 ， 酶 活 的 增长 在 3 min 中 的 线性 相关 系数 R2 值 逐 
渐 降 低 ， 因 此 37 CH RPT 最 适 温 度 ， 突 变 体 最 适 温度 一 致 。 突 变 体 对 高 温 耐 
受 能 力 增强 〈 见 图 9) 。 在 4 "C825 CHA 16h, RPT 和 两 突变 体 均 很 稳定 ; 
在 37 CH 50 CHARA 16h 后 ， 两 突变 体 酶 活 残 余 率 保持 SO % 以 上 ， 而 野 
生 型 则 为 70 %。 在 60 CRR 16h, RPT, RE mRPT(R122H) 和 突变 体 
mRPT(R122H/R73G/R130T) HB 9x 4s 38 4) WN 54%, 66% 和 60 %。 总 体 表 
明 ， 突 变 体 的 热 稳 定性 得 到 相应 的 提升 ， 突 变 体 mRPT(R122H) 在 高 温 下 表现 出 
更 好 的 酶 活 稳定 性 。 
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(c) 
图 9 RPT 和 突变 体 mRPT (R122H) 、 mRPT (R122H/R73G/R130T) 的 温度 稳定 性 


Fig. 9 Thermal stability of RPT(a) , mRPT(R122H) (b) and mRPT (R122H/R73G/R130T) (c) 


2.6 胰 和 蛋白酶 及 其 突变 体 的 自 降解 分 析 
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(a) (b) 
图 10 RPT 和 突变 体 自 降解 活性 测定 
Fig. 10 Time course of the decrease of activity of RPT and mutants in the presence of 20 


mM Ca" (a) And 1mM EDTA (b) 


为 了 研究 突变 位 点 对 胰 和 蛋白酶 稳定 性 的 贡献 ,对比 研究 了 在 Ca2 存在 及 用 
EDTA 络 合 去 除 Ca” 后 的 稳定 性 ， 结 果 见 图 10。Ca2 对 胰 和 蛋白 酶 的 稳定 性 起 到 
重要 的 作用 ， 极 大 增强 了 胰 和 蛋白 酶 的 稳定 性 。 在 20 mM Ca** 存 在 下 ，25 “Cin A 
72h. RPT, mRPT(R122H)fll mRPT(R122H/R73G/R130) 的 酶 活 残 余 率 分 别 为 为 
65 %、85 % 和 90 %。 而 在 1 mM EDTA 条 件 下 ， 温 育 24h Ja, RPT 的 酶 活 仅 存 


3%, mRPT(RI22H) X 25%, mi mRPT(R122H/R73G/R130) 则 保持 在 68 %， 表 
现 出 极 大 改善 的 稳定 性 。 分析 其 原因 ，Ca** 不 仅 是 胰 蛋 白 酶 活性 所 必须 ,一 定 浓 
度 的 Ca2 也 是 其 稳定 性 必须 的 ， 主 要 是 因为 Ca** 作 为 一 个 阳离子 ， 与 自 降 解 位 
点 如 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 残 基 起 到 的 屏障 保护 作用 , 但 在 1mM EDTA 不 影响 胰 和 蛋白 
酶 活性 条 件 下 053，EDTA 络 合 胰 和 蛋白酶 本 身 的 Cat, KRE Ca? OSEE ELITS 
护 作 用 ， 使 得 胰 和 蛋白 酶 的 稳定 性 显著 性 降低 。 
RP-HPLC 对 降解 前 后 的 分 析 证 实 了 突变 位 点 对 其 自 降解 的 保护 作用 (图 

11) 。 
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11 RP-HPLC 分 析 RPT 及 其 突变 体 的 自 降解 
Fig. 11 RP-HPLC analysis on self-digestion of RPT and mutants at pH 8.0, 1mM EDTA, 25°C. 
(a) and (b)RPT incubated for Oh and 1h; (c) and (d) mRPT(R122H) incubated for Oh and 1h;(e) and (f) nRPT(RI22H/R73G/R130T) 


incubated for Oh and 1h. 


发 现 RPT 在 pH 8.0 缓冲 液 中 25 CHA 1h 完全 降解 ， 而 突变 体 的 稳定 性 
得 到 提高 ， 表 现 为 未 降解 峰 的 保留 增加 。 根 据 USP 对 重组 胰 蛋 白 酶 RP-HPLC 
的 峰 指认 , 重组 胰 和 蛋白 酶 样品 主峰 的 保留 时 间 是 12-17 min, 其 中 a - 胰 蛋 白 酶 与 
B - 胰 蛋 白 酶 主峰 之 间 的 距离 不 小 于 1 min。RPT 温 育 1h 后 ,由 保留 时 间 为 14.582 
min, 14.060 min 的 主峰 降解 形成 一 个 6 种 不 同 极 性 的 肽 段 如 图 11b 所 示 ， 保 留 


时 间 依 次 为 2.7min，11.0 min, 12.6 min, 13.0 min, 14.0 min fll 14.6 min. a- 
TS SR EE. B -EREE PR J UT SUR PA RE JE BUE TR EG 4) 90] 73 38.296. 61.8 %。 
突变 体 的 降解 肽 段 数 明显 减 小 如 图 11 Cd, D ， 降 解 程度 明显 降低 。 由 分 析 结 
果 可 知 突变 体 mRPT(R122H) 温 育 1h 后 , a - 胰 蛋 白 酶 和 8B - 胰 蛋 白 酶 总 峰 面积 和 
降解 肽 段 峰 面积 分 别 为 54.5 % 和 45.4 %; 突变 体 mRPT(R122H/R73G/R130T) 分 
别 为 31.7 %、68.2 Yo 结果 表明 特异 位 点 突变 极 大 提高 了 RPT 的 抗 自 降解 能 力 ， 
其 中 突变 体 mRPT(R122H/R73G/R130T) 表 现 最 优 。 这 一 结果 与 活性 的 测定 结果 
相 一 致 ( 图 10 所 示 ) ， 证 明了 活性 的 降低 是 由 于 自 降解 所 致 。 


3 讨论 


胰 蛋 白 酶 为 重要 的 三 种 消化 酶 ( 糜 蛋 白 酶 、 骨 和 蛋白酶 ) 之 一 ， 相 对 于 另外 
两 种 消化 酶 ， 胰 蛋白 酶 具有 更 强 的 特异 性 识别 能 力 ， 可 特异 性 识别 并 切割 肽 链 
HI K AUR 羧基 端 。 而 胰 和 蛋白酶 本 身 存在 多 个 易 识 别 位 点 ， 导 致 胰 蛋 白 酶 具有 自 
催化 活性 。 目 前 ,纯化 和 鉴定 出 的 胰 蛋 白 酶 自 溶 片段 具有 a, p, o, y, e 和 
5 六 种 ， 这 些 自 催化 产生 的 亚 型 对 胰 蛋 白 酶 的 活性 具有 不 同 程度 的 影响 09， 猪 
胰 蛋 白 酶 产生 的 o - 胰 蛋 白 酶 CKI45-s146 〉 的 酶 催化 活性 只 有 8B - 胰 和 蛋白 酶 的 
80%， 由 自 催化 活性 产生 的 片段 会 结合 到 胰 蛋 白 酶 的 活性 位 点 , 降低 胰 蛋 白 酶 的 
催化 能 力 071。 

人 源 、 猪 源 、 鼠 源 和 和 牛 源 胰 和 蛋白酶 具有 高 度 的 同 源 性 。 据 报道 ， 小 鼠 胰 和 蛋 
白 酶 位 于 K66 和 有 R122 之 间 的 37 个 氨基 残 基 组 成 的 肽 段 由 于 没有 二 硫 键 的 保护 ， 
极 易 导致 小 鼠 胰 和 蛋白酶 发 生 自 降解 (33。 鼠 胰 和 蛋白 酶 和 猪 胰 蛋白 酶 氨基 序列 比 对 
发 现 二 者 的 同 源 性 达到 78%， 三 维 结构 上 具有 高 度 的 相似 性 (图 1) ， 具 有 相同 
的 KK66 和 R122 位 自 降 解 位 点 。 从 猪 胰 蛋白酶 的 三 维 结构 分 析 可 知 ,K66 和 R122 
位 之 间 的 肽 段 主要 为 位 于 胰 和 蛋白 酶 的 分 子 表面 的 无 规则 卷曲 ， 这 导致 该 位 点 极 
易 被 自身 识别 而 发 生 降解 。 其 中 在 人 胰 和 蛋白 酶 中 ，R122 的 突变 也 是 遗传 性 胰腺 
炎 的 主要 病因 。 

本 研究 主要 通过 对 猪 胰 蛋白 酶 R73、R122 和 R130 位 进行 残 基 蔡 换 ， 构 建 
了 突变 体 mRPT(R122H) 和 突变 体 mRPT(R122H/R73G/R130T)， 利 用 毕 赤 醇 母 


GS115 实现 猪 胰 和 蛋白酶 原 的 分 泌 表 达 。 通 过 对 突变 体 和 野生 型 稳定 性 的 对 比 ， 
发 现 定向 改造 之 后 ， 两 突变 体 不 仅 在 酶 活 催化 效率 上 得 到 相应 的 提升 ， 同 时 耐 
碱 和 耐 高 温 能 力 均 得 到 提高 。RP-HPLC 对 其 自 催化 产生 的 自 降 解 片段 的 分 析 也 
表明 了 ， 位 点 突变 显著 降低 了 猪 胰 和 蛋白 酶 的 自 降解 。 这 一 结果 对 于 改进 胰 和 蛋白 
酶 的 稳定 性 提供 了 实验 依据 。 
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